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RESUMO: A partir de 100 amostras de doces cremosos coletados em
40 padarias e confeitarias da cidade de Sao Paulo (Brasil), foi realizada a
contagem de S. aureus por grama de alimento. As cepas isoladas, apés terem
sido identificadas morfolégica e bioquimicamente, foram submetidas a provas
de fagotipagem e & verificagio da capacidade produtora de enterotoxina. Das
100 amostras de doces examinadas, 38,09% foram positivas para 8. aureus
e origindrias de 21 (52,5%) dos 40 estabelecimentos visitados. Do total de
doces analisados, 79 foram positivos para cepas enterotoxigénicas sendo
59% do tipo C, 1% do B e 1% do D. das 76 cepas isoladas de 8. aureus,
39(51,5%) revelaram-se nio fagotipdveis. Das fatotipdveis houve predomi-
nancia das que foram lisadas por fagos do grupo I isoladamente (21,2%)
ou em associagdo com fagos de outros grupos (35,5%). Cepas néo tipaveis
de S. aureus estavam presentes em 76,29 dos estabelecimentos em que houve
amostras positivas para esta bactéria.

laria **

UNITERMOS: Staphylococcus aureus. Enterotoxina. Intoxicagdo alimentar
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INTRODUGAO

O Staphylococcus aureus constitui uma
espécie bacteriana cuja importdncia na
patologia humana e animal é muito conhe-
cida. No homem, além de ocasionar infec-
¢des, que podem variar de pequenos furdn-
culos na pele até a septicemia grave com
focos metastaticos €3, produz freqiientemente
infeccbes assintomaticas 172,

Muitos estudos foram realizados com o
objetivo de verificar taxas de portadores

de S. aureus. Assim, em pessoas assinto-
maticas tem-se constatado taxas de porta-
dores nasais variando de 30 a 60%. Na
garganta, estudos realizados,
foram constatadas proporcdes de portadores
de 4 a 64%, e nas mios de aproximada-
mente, 40 a 47%. A este respeito, segundo
Zelante 7 (1974) as pesquisas tém mostrado
que os portadores de S. aureus na boca

em varios
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sdo fontes de infeccdo tdo importantes

quanto os portadores nasais.

A partir de portadores de S. aureus pode,
por véarios mecanismos, atingir o ambiente,
as vestimentas, o mobilidrio, os utensilios
e os equipamentos, assim como os alimentos,

direta ou indiretamente. Deve-se a'nda
considerar que os animais domésticos
também podem albergar o S. aureuss?:,

constituindo-se em possiveis fontes de conta-
mina¢do de alimentos.

Em alimentos, segundo Ingram # (1960),
é relevante a contagem alta de cocos Gram-
-positivos, dispostos em cachos, mesdfilos,
catalase-positivos, anaerobios facultativos,
quaisquer que sejam, pois indica que podem
estar presentes também cepas de S. aureus
em grande numero. Por outro lado, a pre-
senca de S. aureus em um alimento pode
ser interpretada como indicadora de conta-
minacdo a partir de fossas nasais, boca e
pele de manipuladores ©*

alimentos como carne
¢ derivados, aves, leite e derivados, pes-
cado, verduras e outros, mostram-se fre-
glientemente contaminados com S. atireus =

ATLA5,50.51,61,65,71

De forma geral,

B

Estando presente em alimento ¢ havendo
condi¢oes favordveis a sua multiplicacao, o
S. aureus pode, em algumas horas, atingir
numeros elevados. Por outro lado, depen-
dendo da cepa pode haver, durande o pe-
riodo de multiplicacdo, produgdo de ente-
rotoxina, que € uma exotoxina termoestavel
¢ responsavel pela intoxicagdo alimentar
estafilocéceica.

Atualmente tem-se conhecimento de gran-
de variedade de alimentos ja envolvidos
em surtos desta intoxicacdo, tais como
carne bovina, carne seca, frango congelado
e cozido, lagosta, camardo, caranguejo, peixe,
lingua, presunto, tortas de presunto e de
carne de coelho, leite, queijo, creme de leite,
sorvete, produtos carneos embutidos, molho
de frango e holandés. Produtos de confeitaria
recheados com creme natural ou artificial,
como bolos, bombas, roscas, tortas ¢ fo-
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lhados, tém sido também relacionados a

surtos de intoxicacdo alimentar estafiloco-
cjca 11.17.22,23,32,36 41 44,48 62,69

Alguns pesquisadores 29:2¢.31 constataram
que todas as cepas de estafilococos produ-
tores de enterotoxina, por eles estudadas,
eram coagulase-positivas e que nem todas
as cepas coagulase-positivas eram entero-
toxigénicas. Tem-se, contudo, isolado cepas
de estafilococos coagulase-negativas produ-
toras de enterotoxina ®22. Entretanto, parece
nao haver relacdo entre a producido de en-
terotoxina a de outras toxinas ou fatores
de viruléncia elaborados pelo S. aureus
(Angelotti ', 1969).

De ha muito vém sendo realizados estudos
com o objetivo de relacionar a produgdo
de enterotoxina estafilococica ao tipo de
S. aureus, determinado através da fagoti-
pagem. A este respeito, tem sido mostrado
que a maioria das cepas de S. aqureus,
associadas a surtos de intoxicacio alimentar,
sdo lisadas por fagos do grupo Ill e mais
raramente de outros grupositsiio Mais
recentemente, na Inglaterra, Sinkovicova e
Gilbert sz (1971), Gilbert e Wieneke 36
(1973) ¢ Wieneke v¢ (1974), verificaram que
as cepas de S. qureus implicadas em surtos
de intoxicacdo alimentar sdo, na maioria
das vezes, lisadas por fagos do grupo Ill
ou I/Ill e, em menor numero, dos grupos
Il e IV. Entretanto, a partir da fagotipagem,
ndo se pode predizer se uma determinada
cepa de S. qureus é ou ndo capaz de pro-
duzir enterotoxina estafilocdcica 1,35, Assim,
no diagndstico de um surto de intoxicacio
alimentar estafilococica, o ideal ¢ a veri-
ficagdo da presenca de enterotoxina nos
alimentos suspeitos (Dack 22, 1064).

Até ha alguns anos, a pesquisa de ente-
rotoxina era feita ministrando-se a volun-
tarios humanos 22, macacos 244773 ou gatos
jovens 20,55 os proprios alimentos implica-
dos em surtos ou sobrenadante de culturas
de §. aureus isoladas a partir deles.

Posteriormente, os estudos sobre purifi-
cacdo e antigenicidade da enterotoxina esta-
filococica permitiram o wuso de técnicas
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sorolégicas na deteccdo dessa toxina em
sobrenadantes de culturas de S. aureus,
cbtidas por diferentes métodos (Casman e
Bennett 13, 1963; Hallander 32, 1965 e¢ Don-
nelly e col.28, 1967) ou em extratos obtidos
a partir de alimentos (Hall e col.3&, 1963;
Casman e Bennett 1¢, 1965 e Read e ¢0l.56.57,
1965).

Sao conhecidos, atuaimente, cinco tipos
de enterotoxina estafilococica denominadas
A (Casman e col.’3, 1963), B (Bergdoll e
col.t, 1959), C (Bergdoll e col.7, 1965), D
(Casman e col.is, 1957) e E (Bergdoll e
col.s, 1971).

Dentre os métodos sorologicos de pes-
quisa de enterotoxina estafilococica desen-
volvidos, até o presente, devem-se ressaltar
os de imunofluorescéncia 33.3+.40 inibicdo da
hemaglutinagéo 12455359 difusdo simples em
agar #* radioimunoensaio em fase solida +
1819 e o da dupla imunodifusdo de Oakley
em tubo ou de Ouchterlony em placas
(Gilbert 35, 1974). Segundo este autor *3,
as técnicas mais utilizadas sdo as de dupla
imunodifusdo em agar em lamina de Wads-
worth 8¢ (1957) e de Crowle2! (1958).

No Brasil, hd4 um numero muito reduzido
de investigacdes relativas a S. aureus ente-
rotoxigénico. Assim, Cotillo2* (1967) es-
tudou o efeito da penicilina e da estrepto-
micina sobre a sintese de enterotoxina.
Delazari e Leitdo 25 (1976) procederam a
contagem de S. qureus em macarrdo, veri-
ficando que 69,59 das amostras exami-
nadas eram positivas para essa bactéria;
as contagens variaram de 10 a 104/g de
alimento. Das 106 cepas de S. aureus iso-
ladas, 67(63,09) revelaram-se enteroto-
xigénicas. laria e col.#* (1980), estudaram
a ocorréncia de S. aureus nas fossas nasais
de manipuladores de alimentos em cozinhas
de hospitais. De 34 individuos examinados,
12(35,3%) revelaram-se portadores de S.
aureus dos quais 2(16,7%) foram positivos
para cepas produtoras de enterotoxina esta-
filocécica.

Do exposto ¢, tendo em vista a falta,
em nosso pais, de investigagdes sobre fre-

gliéncia de S. aureus enterotoxigénico a
partir de alimentos, planejou-se a presente
pesquisa que tem por finalidade determinar
a presenca e numero de S. aureus em doces
cremosos vendidos em padarias e confei-
tarias do municipio de Sdo Paulo; verificar
a capacidade produtora dos diferentes tipos
de enterotoxina estafilocdcica das cepas iso-
ladas; e determinar os fagétipos de tais
cepas, produtoras ou nao de enterotoxina.

MATERIAL E METODOS

Obtengdo das amostras de doces cre-
mosos — De 40 padarias e confeitarias
localizadas no municipio de Sdo Paulo foram
adquiridas 100 unidades de doces expostos
a venda para consumo, na quase totalidade
sem refrigeragdo. O conjunto de amostras
estudadas, coletadas no periodo de novem-
bro de 1975 a novembro de 1976, era cons-
tituido de diferentes tipos de doces de con-
sisténcia cremosa ou contendo creme natural
(creme de chantili) ou artificial, de cober-
tura e/ou de recheio assim distribuidos:
bombas (36 unidades), bolos fatiados (17),
tolhados (13), sonhos (13), pudins (5),
tortas (5), bombocados (4), ples doces com
creme (4) e quindim (3).

Logo apds a sua obtencdo, as amostras
eram transportadas, o mais rapidamente
possivel, ao laboratério e mantidas em gela-
deira a 4°C até o inicio do exame. O tempo
decorrido entre a coleta das amostras e o
inicio da andlise foi no mdaximo, de uma
hora.

Preparo das amostras e de suas diluigées
— De cada amostra foram pesados, assépti-
camente, 11 g de creme de recheio e/ou
de cobertura em frasco esterilizado de 250
ml, redondo, de boca larga, com tampa de
vidro esmerilhado e contendo pérolas de
vidro. A seguir, foram adicionados 90 ml de
agua fosfatada estéril, pH 7,2, a fim de
se obter uma dilui¢do inicial do creme a
10-1 (Thatcher e Clarks?, 1973). Quando
o creme era artificial procedia-se, a seguir,
a sua homogeneiza¢do por agitacdo manual
vigorosa do frasco. Tratando-se de creme
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natural, antes da agitacdo a mistura era
aquecida a 40°C a fim de se obter a fusdo
do creme. No caso dos doces de consisténcia
cremosa, o preparo da amostra e a diluigdo
inicial eram realizados da mesma forma,
porém a partir de 11 g do produto.

Da diluicdo inicial, preparava-se uma
série de diluiches decimais do creme, de
10-2 a 10-5 empregando-se frascos de vidro
com rolhas de borracha, contendo 9 ml de
agua fosfatada, pH 7,2 esterilizada.

Contagem, isolamento e identificagdo de
Staphylococcus aureus — Na semeadura
inicial, 0,2 ml de cada diluicdo do material
(10-* a 10-3) era depositado na superficie
de agar Baird-Parker (Merck) em placas.
O inéculo era espalhado em todo a super-
ficie do meio por intermédio de um bastio
de vidro em “L™ esterilizado ¢, em seguida,
as placas eram incubadas em estufa a 37¢C
por 24-48 horas (Thatcher e Clark 67, 1973).

Apds a incubagdo procedia-se, nas placas
com 30 a 300 coldnias, a contagem das de
cor negra, brilhantes, com zona de precipi-
tacdo em toda a suwa borda e circundada
por um halo claro? O calculo presuntivo
do numero de S. aureus por grama do
material examinado era feito, multiplican-
do-se por 5 o niimero de coldnias contadas
e, a seguir, multiplicando-se o resultado
pela reciproca da diluicdo correspondente
4 placa de contagem. A confirmacio desse
resultado ou a sua corregio era feita apods
a identificacdo das cepas referentes as co-
l6nias isoladas. A seguir, da placa de con-
tagem procedia-se o isolamento de coldnias,
cujo numero variou de um a cinco e, cada
uma delas era semeada em um tubo de
agar simples inclinado e este incubado a
37°C por 24 h.

A partir das culturas em agar simples in-
clinado, preparavam-se esfregacos em la-
minas, corados pelo método de Gram, para
a verificacdo microscoépica da morfologia
das bactérias isoladas. Em seguida, par-

tindo-se dessas mesmas culturas, as cepas
isoladas eram submetidas as provas da
catalase ®, da oxidacdo e fermentacio da
glicose (F/0)%6, da coagulase 7t e da deso-
xirribonuclease (DNase)?2s.

Fagotipagem — A caracterizagdo dos
tagotipos das cepas isoladas de S. aqureus
foi realizada na Secdo de Fagotipagem do
Laboratério de Estreptococos e Estafilococos
do Departamento de Parasitologia, Micro-
biologia e Ilmunologia da Faculdade de Me-
dicina de Ribeirdo Preto, da Universidade
de Sdo Paulo, sendo a metodologia adotada
a proposta por Blair ¢ Williams 10 (1961).
Nas provas foram utilizados 23 fagos do
conjunto bésico internacional (Solé-Vernin 64,
1976), 7 experimentais (fagos 86,88,89,90,
92,D11 ¢ HK2) e dois extras (187 e 42 D).
Todas as cepas isoladas de S. qureus foram
submetidas & acdo de 1xRTD (“Routine
Test Dose”) de cada cepa de bacteriofago
¢ quando ndo reagiam a esta dose, pro-
cedia-se a prova com 100xRTD (Solé-Ver-
nin ¢4, 1976).

Pesquisa da produ¢cdo de enterotoxina
pelas cepas isoladas — Na produgdo de
enterotoxina pelas cepas isoladas, foi em-
pregada a técnica da cultura de S. aureus
em saco de celofane, preconizada por Don-
nelly e col.s (1967), com base no estudo
realizado por Simkovicova e Gilbert s
(1971). Na verificacdo da presenga de
enterotoxina nos extratos obtidos, a partir
das culturas das cepas estudadas, foi em-
pregada a técnica da dupla imunodifusdo
em 4agar em ldminas (Siles-Villarroel 69,
1972), sendo utilizados como padrbes as
enterotoxinas A,B,C,D e E e as respectivas
anti-enterotoxinas.*

RESULTADOS

Na Tabela 1 encontra-se a distribuigdo
das amostras de doces examinadas, segundo
a positividade para S. aureus e o tipo de

* Preparadas e gentilmente fornecidas pelo Professor Merllin S. Bergdoll do "Food Research

Institute” da Universidade de Wisconsin, EUA.
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enterotoxina estafilocdcica produzida a
partir das cepas isoladas. Das 100 amostras
pesquisadas, 38,0% revelaram-se positivas
para S. aureus, dos quais 7 (18,4%) apre-
sentaram-se com cepas produtoras de ente-
rotoxina estafilocécica.

Na Tabela 2 constam as 40 padarias e
confeitarias das quais foram obtidos os

alimentos estudados, conforme a positividade
para S. aureus em doces nelas expostos
2 venda para consumo e o tipo de entero-
toxina estafilococica elaborada por cepas
deles isoladas. A presenca de S. aureus foi
verificada em 21 (52,59%) desses estabele-
cimentos comerciais. Dos 21, em 7(33,3%)
encontraram-se amostras com cepas produ-
toras de enterotoxina estafilocécica.

TABELA 1

Amostras de doces examinadas segundo a positividade para S.
enterotoxina produzida a partir das cepas isoladas

aureus e o tipo de

(Sdo Paulo, 1975/1976).

Doces com 8. aureus produtor de enterotoxina

Isolamento

Doces
de Total B C D
8. aureus
Ne % Nv Ne % Ne Do Ne %
Positivo 38 38,0 7 18,4 1 2,6 5 13,2 b] 2.6
Negativo 62 62,0 — — — — —_ — — —
Total 100 100,0 7 7,0 1 1.0 5 5,0 1 1,0

TABELA 2

Padarias e confeitarias segundo a positividade para 8.

aureus nas amostras de doces

examinadas e tipo de enterotoxina produzida a partir das cepas isoladas

(Sdo Paulo, 1975/1976).
Padarias Com doces positivos para 8. aureus produtor de
Isolamento e enterotoxina
de Confeitarias
Total B (o] D
8. aureus
Ne % Ne Ne % Ne % Ne %
Positivo 21 52,56 7 33,3 1 4,8 5 23,7 1 4,8
Negativo 19 47,5 — — — — — — — —
Total 100 100,0 7 7,0 1 1,0 5 5,0 1 1.0

Na Tabela 3 estio distribuidas as 38
amostras positivas dos diferentes tipos de
doces examinados, segundo o numero de
bactérias por grama do material analisado.
Os valores obtidos na contagem de S. aqureus
variaram de 5x10 a 30,5x10¢/g.

A Tabela 4 mostra a distribuicdo das
amostras examinadas segundo a contagem de

S. aureus por grama de creme ou de doce
de consisténcia cremosa e a presen¢a de
cepas produtoras de enterotoxina estafilo-
cécica. Os valores foram distribuidos em
oito classes, sendo a primeira (0 a 5x10
S. aureus/g) a que encerra os resultados
considerados negativos. Isto ¢ devido ao
processo de contagem usado, pois com ele,
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Amostras de doces positivas para 8.
segundo o ntmero dessa bactéria por grama do
1975/1976).

TABELA 3

material analisado

aAUTeuUs.

Tipo de doce

Positivas para 8. aureus

Ne

Numero/grama

Bomba

[ e )

50

400

650
2.500
7.000
47.500
225.000
320.000
625.000

Torta

[y

500
100.000
4.000.000

Bolo

[CRTENPEIR )

50
100
250
300

10.000

Folhado

L e

50

100
150
250
4.500
13.000

Sonho

H R e

750
4.000
5.500

800.000

Pudim

—

10.000
15.000
20.500.000

Bombocado

150

Pido doce

50

Total

38
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teoricamente, s6 se poderia obter cresci-
mento de coldnias de S. aureus, nas placas
correspondentes & primeira diluicdo usada,
quando o seu ntmero fosse igual ou superior
a 50/g do material analisado. Por essa
razdo, 62(62,0%) amostras foram conside-
radas negativas. Com relagdo as amostras
posititivas, as contagens de S. aqureus, consi-
derando-se as classes estabelecidas variaram
entre 5x10 a 10¢ ¢ 107 ou mais por grama
ao material examinado.

Na Tabela 5 encontra-se a distribuigio
dos valores relativos & contagem de 8.
aureus que € semelhante a da tabela an-
terior; entretanto, os percentuais das amos-
tras de cada classe foram calculados em
relacdo ao total de doces positivos para
S. aureus. Outrossim os percentuais das
amostras positivas para cepas enterotoxi-
génicas foram calculados considerando-se o
total de amostras da classe correspondente.

Na Tabela 6 estdo distribuidas as amos-
tras estudadas, segundo o tipo de doce,
a positividade para S. aureus e o tipo de
enterotoxina elaborado pelas cepas isoladas.
Do total de doces estudados, 36,0% eram
constituidos por amostras de bombas das
quais 11 (30,69 ) foram positivas para S.
aureus; 35,0% foram tortas, bolos e folha-
dos fatiados, com 18(51,4%) amostras
positivas; 13(13,0%) foram sonhos, das
quais 4(30,8%) mostraram-se positivas;
12(12,0%) vieram de pudins, bombocados
e quindins, sendo 4(33,3%) positivas e,
4(4,0%) de piaes doces com creme, dos
quais um (25,0%) foi positivo para S. aureus.

Das 18 amostras positivas para S. aureus,
do conjunto composto por tortas, bolos e
folhados, das 4 de sonhos ¢ das 4 do grupo
formado por pudins, bombocado e quindins,
obteve-se o isolamento de cepas produtoras
de enterotoxina de 4(11,4%), 1(7,7%) e
2(16,69%) respectivamente.

A Tabela 7 mostra a distribuicdo das
cepas de S. aureus isoladas a partir das
amostras examinadas, segundo o resultado
da fagotipagem e a produ¢do de entero-
toxina. Do total das cepas, 39(51,5%) nio
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TABELA 4

Amostras de doces segundo o nimero de S. aureus por grama do material
examinado e a sua positividade para cepas enterotoxigénicas.

Doces
8. aureus
Com cepas de 8. aureus

por grama enterotoxigénicas
Ne To Ne % Tipo
0 |— 5x10 62 62,0 — — —
5x10 _ 10 2 {d 7.0 1 1,0 C
10 2 10 3 13 13,0 2 2,0 (e,

= P =
103 |— 104 5 5.0 1 1,0 B
104 [— 10 5 6 6.0 1 N L0 (
105 |— 10 & 5 5,0 1 1,0 (&)
106 |— 10 7 1 1,0 — = —
10 7 e mais 1 1,0 1 1,0 D

Total 100 100.0 7 7,0

TeA B IESLIEATL0

Doces positivos para S. aureus segundo o numero dessa bactéria por
grama do material examinado e a positividade para cepas enterotoxigénicas.

Doces

g aurcus Com cepas de S. awreus

enterotoxigénicas
por grama

Ne % Ne % Tipo
5x10 _ 10 2 i/ 18,1 1 14,2 C
10 2 | —-— 10 3 13 34,2 2 15,4 (&
103 |—— 10 4 5 13,2 1 20,0 B
10 + [—— 10 5 6 15,8 1 16,7 c
105 — 10 & 5 13,1 1 20,0 c
10 6 |— 10 7 i1 2,6 H = —_ =
10 7 e mais 1 2,6 1 100,0 D

Total 38 100,0 7 18,4
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TABELA 7

Cepas de 8. aureus isoladas dos 38 doces positivos para essa bactéria, segundo a fagotipagem
e a producdo de enterotoxina (Sdo Paulo, 1975/1976).

Fagotipagem Cepas de S. aureus
Produtoras de
enterotoxina

Grupos Tipos Ne Y% Ne %
I 29 11 14,6 — —
I 52 5 6,6 — —
II 3C/55/71 1 1,3 — —
ITI 75 1 1,3 — =
ITT 45/53/54/75/83A 1 1,3 — —
NC * 94/96 1 1,3 — —
Experimental 88 i1 1,3 — —
Experimental 86/HK2 1 1,3 — —
I/NC 52/52A/79/80/95 2 2,6 — —
I/NC 29/52/52A/79/80/95 2 2,6 — —
I/Extra 52/52A/79/80/42D 2 2,6 — —
III/NC 6/42E/81 2 2,6 — -_
1/III/NC 52/42E/54/81 ) | 1,3 — —
I/III/NC 29/52/52A/6/42E/54/75/77/81 1 1,3 — —
I/NC/Extra 52/52A/80/95/42D 2 2,6 — —
I/NC/Extra 29/52/52A/79/80/95/42D 1 1,3 — —
III/NC/Extra 42E/53/54/84/81/42D 1 1,3 — —
III/NC/Extra 6/42E/47/53/54/84/81/42D b 1,3 — =
Nao tipaveis 39 51,5 9 23,1
Total 76 100,0 9 11,8

* NC — Nao Classificados

toram lisadas por nenhum dos fagos dos DISCUSSAO

conjuntos bdsico internacional, experimental
¢ extra empregados. As demais cepas foram
lisadas pelos fagos utilizados, isoladamente
ou em associagao.

Na Tabela 8 encontram-se as 76 cepas de
S. aureus isoladas, distribuidas segundo a
fagotipagem e a sua relagdo com as 38
amostras positivas e as 21 padarias e con-
feitarias, das quais foram obtidos tais pro-
dutos.

Como evidencia a Tabela [, revelaram-se
positivas para S. aureus 38,0% das 100
amostras de doces examinadas. Este por-
centual poderia ser maior se tivesse sido
feita a simples verificacdo da presenga de
S. aureus nesses produtos, por meio de
técnicas de enriquecimento $7. Por estas
técnicas a pesquisa de S. aqureus pode ser
realizada a partir de quantidade maior de
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TABELA 8

Cepas de 8. aureus segundo os grupos de fagos e sua relagdo com as 38 amostras
positivas e as 21 padarias e confeitarias com doces dos quais foi isolada

essa bactéria (Sdo Paulo. 1975/1876).
S. aureus Cepas Doces Padariask

correspondente aos Confeitarias

fagos (grupos) Ne o & No o Ne o e
1 16 21,2 7 18,4 5 23.8
11 1 1.3 1 2.6 1 4,8
111 2 2.6 2 5.3 2 9.5
NC ¥ 1 1.3 1 2,6 1 4,8
Experimental 2 2.6 2 5,2 2 9.5
I/NC 4 5,2 3 7.9 2 9.5
I/Extra 2 2,6 2 5.3 2 9.5
III/NC 2 2,6 1 2.6 1 4,8
I/1I1/NC 2 2.6 1 2,6 1 4.8
I/NC/Extra 3 3.9 3 7.9 3 14.3
[II/NC/Extra 2 2,6 1 2,6 1 4.8
N&o tipdveis 39 51,5 22 57.9 16 76,2
* NC — Nao Classificados

a -- para 76 cepas

b — para 38 doces positivos
¢ — pura 21 padarias e confeitarias com amostras positivas

material tornando, portanto, também maior
a possibilidade de isolamento dessa bactéria.
o que ndo ocorre quando se empregam pro-
cessos de contagem. Ainda assim, apesar
de ter sido usado um processo de contagem
¢ nado de enriquecimento, o percentual de
positividade para S. aureus observado pode
ser considerado alto. Ainda na Tabela 1,
pode-se verificar que 18,4% das amostras
positivas, ou seja, 7,09, do total exami-
nado continham cepas enteroxigénicas.

Analisando-se a Tabela 2 observa-se que
0s 38 doces positivos para S. aureus foram
obtidos de 21(52,5%) das padarias e con-
feitarias que em um tergo
destas (33,3%) vendiam-se doces com cepas
produtoras de enterotoxina estafilocdcica.
Estas observagdes revelaram gue a presenca
de S. gureus foi muito freqilente nesses
estabelecimentos. Entretanto, ¢ necessario
que estas bactérias se multipliquem no
alimento até atingirem numeros suficiente-
mente elevados, para que a producdo de

visitadas e
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enterotixina seja eficaz em ocasionar mani-
festacdes clinicas de intoxicacdo em seus
consumidores * Segundo Peterson ¢ col.?”
(1962), para um alimento causar intoxi-
cacdo alimentar estafilocécica, o numero de
S. aureus deve atingir 105 a 109/g do
produto. Em 1966, Donnelly e col.zs (citados
por Jay '*, 1973) verificaram que em leite sdo
necessarios 10% ou mais S. aureus por ml
para haver enterotoxina em quantidade
detectdvel. Hobbs em 1968 (citada por Jay#s,
1973) considera que em alimentos, em geral,
o numero de S. aureus deve atingir. no
minimo, 5x105/g para haver producio de
enterotoxina suficiente para ocasionar mani-
festaghes de intoxicacdo alimentar.

Gilbert e col.®  (1972), examinando ali-
mentos associados a 39 surtos de intoxi-
cacao alimentar estafilococica, obtiveram
contagem de S. aqureus que variaram de 7,5
x10% até mais de 10°/g. Um desses surtos
foi devido a doce com creme, 0s quais con-
tinham 15x107 de S. aureus por grama.



IARIA, S.T. Staphylococcus aureus enterotoxigénico em doces cremosos vendidos em padarias e
confeitarias do municipio de Sido Paulo, Brasil, Rev. Saude publ., S. Paulo, 15:321-37, 1981

Gilbert 38 (1974) referindo 53 surtos de
intoxicagdo alimentar relatou que os niimeros
de S. aureus encontrados nos alimentos en-
volvidos variaram de 1,2 x10% a 109 ou
mais por grama. Entretanto, em 4 destes
surtos oscilou de 10% a 10¢/g.

Segundo Angelotti ! (1969) as quantidades
de enterotoxina tidas como capazes de
ocasionar sintomas de intoxicagdo alimentar
em pessoas sensiveis sdo meramente espe-
culativas, porquanto tais valores sdo esti-
mados com base na sensibilidade dos pro-
cessos de determinagio da enterotoxina
estafilococica por métodos de imunodifusdo
em agar. Este autor, assim como Casmann
e Bennett ¢+ (1965), admitem que sejam
necessarios 1 a 5 ug deste produto toxico
para causar manifestagfes patologicas no
homem. Porém Bergdoll 5 (1973) afirma que
a quantidade de enterotoxina requerida para
ocasionar sintomas em pessoas acredita-se
ser menor que 1 ug.

De acordo com a Tabela 4, pode-se veri-
ficar que das 100 amostras examinadas, 7
continham 105 ou mais S. aureus/g; destas,
2 apresentaram-se com cepas produtoras,
respectivamente, de enterotoxinas C e D.
Em todas as classes que compreendem ali-
mentos com ntmeros de S. aureus entre
5x10 e 105/g do alimento exclusive, foram
constatadas cepas produtoras de enteroto-
xinas B ou C.

Da Tabela 5 depreende-se uma tendéncia
dos resultados em mostrar relagido entre a
quantidade de S. aureus/g do material
analisado ¢ a presenga de cepas enterotoxi-
génicas; entretanto, o numero reduzido de
observagées nio permite conclusido defini-
tiva a esse respeito. Assim, excluindo-se a
classe correspondente &s contagens de S.
aureus de 10+ a 105 exclusive, as positi-
vidades para cepas enterotoxigénicas, com
relacio as demais classes de 5x10 a 10*
até 107 ou mais, foram de, respectivamente,
14,2%, 15,4%, 20,0% e 100,0%.

Analisando-se a Tabela 6 observa-se que
embora as bombas com creme tenham
apresentado alta percentagem (30,6%) de

amostras contaminadas com S. aureus, de
nenhuma delas conseguimos isolar cepas
enterotoxigénicas dessa bactéria. Por outro
lado, bolos e folhados com creme de recheio
e/ou de cobertura revelaram-se com o maior
porcentual de positividade (51,4%). Das 35
amostras deste grupo, 4(11,4%) foram
positivas para cepas produtoras de ente-
rotoxina do tipo C, sendo duas a partir
de dois bolos, uma de torta e uma de
folhado. Pudins, bombocados e quindins
revelaram-se com positividade também alta
(33,3%), ocupando o segundo lugar, dentre
os doces estudados, quanto & presenca de
S. aureus. De duas amostras de pudim
foram isoladas cepas produtoras de entero-
toxina, respectivamente, dos tipos C e D.
A cepa produtora de enterotoxina D foi iso-
lada de uma amostra de pudim coberta com
“fios de ovos”, revelando contagem de S.
aureus de 3x107/g do produto. Desta
amostra foram isoladas quatro cepas de S.
aureus, verificando-se que trés ndo eram
enterotoxigenas e uma era produtora de
enterotoxina do tipo D. Admitindo-se que
as quatro coldnias foram representativas do
total de colonias da placa de contagem
correspondente, dos 3x107 S. aureus/g do
produto, 7,6x10¢/g seriam produtores de
enterotoxina. Cumpre salientar que alimentos
revelando contagem de S. aureus de 10°
a 10¢/g tém sido responsabilizados por
surtos de intoxicacdo alimentar 35.

Relativamente as amostras de sonho com
creme, observou-se também positividade alta
(30,8%). De uma das quatro amostras posi-
tivas para S. aureus isolou-se uma cepa
produtora de enterotoxina do tipo B.

Os pées doces cobertos com creme foram
0s que se revelaram com menor positividade
para S. aureus. Das quatro amostras exami-
nadas, obtidas de estabelecimentos dife-
rentes, em apenas uma foram constatados
50 S. aureus/g (Tabela 3). As trés amostras
restantes foram negativas para esta bac-
téria.

Na Inglaterra, estudos realizados #637,62
mostram que ha uma predominidncia de
cepas produtoras de enterotoxina do tipo
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A, nos alimentos envolvidos em surtos
de intoxicacdo alimentar estafilococica,
incluindo produtos de confeitaria. Entre-
tanto, Wieneke ¢ (1974) constatou que era
menos freqiiente a produclo de enteroto-
xina dos tipos A,B,C e E por cepas isoladas
de alimentos crus como frangos, carne, leite
¢ queijo do tipo “Cheddar”, do que entre
as obtidas a partir de produtos cozidos.
Nestes alimentos era mais freqgiiente o isola-
mento de cepas produtoras de enterotoxina
do tipo D.

No Brasil, Dellazari e Leitdo 2> (1976),
em 106 cepas de S. aureus enterotoxigenas,
isoladas de macarrdo de produgdo comer-
cial, verificaram que 31,1% eram produtoras
de enterotoxina do tipo A, 12,2% do D,
75% do B e 3,7% do E; 4,5% das cepas
produziram, simultaneamente, enterotoxinas
dos tipos A e B. Houve, portanto, predomi-
nancia de cepas produtoras de enterotoxina
do tipo A. No presente estudo, das 76 cepas
pesquisadas, 7(9,2%) mostraram-se entero-
toxigenas, das quais 5(71,4%) produziram
enterotoxina do tipo C, uma (14,3%) do
B e uma (143%) do D, predominando,
portanto, as produtoras de enterotoxina do
tipo C.

Produtos de confeitaria, segundo a lite-
ratura a esse respeito, sdo freqiientemente
responsabilizados por surtos de intoxicacao
alimentar estafilocdcica 17.32.44 42,

Em nosso pais, tanto a estrutura quanto
os caracteres epidemiologicos de intoxicagio
alimentar estafilococica sdo desconhecidos,
dada a falta de dados sobre a ocorréncia
de surtos dessa doenca, adequadamente
diagnosticados. Isto deve-se, em parte, a falta
de notificagdo e, nos casos comunicados, a
ndo existéncia de condi¢des laboratoriais
necessdrias a4 realizagdo do diagnostico de
certeza.

Neste estudo procuramos verificar, tam-
bém, se havia relacdo entre os resultados
da fagotipagem e a producio de enteroto-
xina. Analisando-se, porém, a Tabela 7,
observa-se alto porcentual (51,5% ) de cepas
de S. aureus nio sensiveis a nenhum dos
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fagos pertencentes ao conjunto basico inter-
nacional nem aos fagos experimentais e
extras utilizados. Verifica-se, também, que
entre as 39 cepas ndo tipaveis estdo in-
cluidas as 9 (23,1%) produtoras de entero-
toxina. Ainda na Tabela 7, pode-se observar
que 37 (48,5%) cepas foram lisadas por
um ou mais fagos. Destas, 35 (94,6%)
foram sensiveis a fagos do conjunto basico
internacional sendo-o, algumas vezes, tam-
bém, aos fagos extras. Apenas duas cepas
foram lisadas somente pelos fagos 88 e
88/HK2, respectivamente. O emprego dos
fagos experimentais 86,88,89,90,D11 ¢ HK2
permitiu que somente duas cepas nao fossem
incluidas entre as ndo tipdveis. Entretanto,
ainda assim, o numero de cepas ndo tipaveis
foi muito alto.

Deve-se salientar, por outro lado, que 11
(14,69 ) cepas foram sensiveis ao fago 29
e 5 (6,6%) ao 52, em ambos o0s casos
isoladamente, sendo estas fregiiéncias as
mais altas observadas, excetuando-se a das
cepas ndo tipaveis. Porém, do total de cepas,
16 (21,0%) foram lisadas pelo fago 52,
isoladamente ou em associacido, ocorrendo o
mesmo em 15 (19,7%) com relagdo ao 29.
Das 37 cepas fagotipaveis, nenhuma delas
revelou capacidade produtora de enteroto-
xina.

No Brasil, Lopes+¢ (1972), de 50 cepas
de S. aureus isoladas de pescado, 66,09
foram sensiveis aos fagos 52/52A/80, sendo
as mais freqilentes, e 26,0% ao fago 29.
Em seu estudo, apenas uma cepa nao era
tipadvel (2,0%) pelos fagos do conjunto
basico. Em outra pesquisa, Lopes e col.5¢
(1973) verificaram que de 60 cepas de S.
aureus isoladas de produtos carneos embu-
tidos 30,0% mostraram-se ndo sensiveis aos
fagos do conjunto basico. Das 42 cepas
tipaveis, 18,89, foram lisadas pelo fago 86
isoladamente e 12,09 pelos fagos 29/52/
/52A/80/81.

Analisando-se a Tabela 8, pode-se de-
preender que entre as cepas tipaveis de S.
aureus, houve predomindncia das que foram
lisadas por fagos do grupo I, isoladamente
(21,29%). Entretanto, considerado-se, tam-
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bém, a sua associagdo com os fagos do
grupo 1I, NC e extra, esse porcentual se
elevou a 35,5%, fracdo que compreende
27 cepas; foram, também, apreciavelmente
freqiilentes as cepas sensiveis aos fagos
do grupe NC, pertencentes ao con-
junto bésico internacional. Isoladamente,
uma cepa (1,3%) mostrou relagdo com fagos
deste grupo mas, levando-se em conta as
associagbes com fagos dos grupos I, Il e
extra, o numero elevou-se a 14 (18,4%).

De alimentos associados a surtos de into-
xicagdo alimentar isolam-se comumente
cepas de S. aureus sensiveis a fagos do
grupo 113t ou dos grupos I/III 62,69,

Ainda na Tabela 8 verifica-se que cepas
de S. aureus, nio relacionadas aos fagos
empregados foram isoladas de 22 amos-
tras de doces produzidas e vendidas em
16 (76,2%) das 40 padarias e confeitarias.
Isso mostra que cepas nao tipaveis foram
muito freqgiientes nos estabelecimentos visi-
tados. Por outro lado, quanto as cepas que
se mostraram sensiveis a um ou mais dos
fagos empregados, verifica-se que as rela-
cionadas com o grupo | foram mais freqiien-
temente encontradas em doces de grande
numero das padarias e confeitarias visitadas.

Do ponto de vista epidemioldgico os re-
sultados obtidos nesta investigagdo mostram
que, se 0s alimentos examinados estivessem
associados a casos de intoxicagdo alimentar,
seria impossivel estabelecer relagdo com a
fonte de sua contaminagfo, visto que as 9
cepas enterotoxigenas isoladas (Tabela 9)
ndo foram sensiveis a nenhum dos fagos
empregados e, das tipaveis, todas se com-
portaram como cepas ndo produtoras de
enterotoxina. Assim, mesmo que fossem
isoladas cepas de S. aureus ndo tipaveis,
dos manipuladores desses produtos positivos
para cepas enterotoxigenas, ndo se poderia
localizar com certeza a fonte de contami-
nagdo, ainda que tais cepas fossem, tam-
bém, produtoras de enterotoxina estafiloco-
cica. Um resultado dessa natureza poderia,
no méximo, sugerir uma relacdo entre o
produto contaminado e a fonte de sua conta-
minagdo. E importante salientar que a pre-

sente investigacdo mostra que os doces
cremosos ou contendo creme podem veicular
S. aureus enterotoxigeno, devendo ser um
elemento importante na cadeia epidemiold-
gica da intoxicagdo alimentar estafilocécica
em nosso meio. Deve-se considerar, ainda,
que estes produtos, apés a sua elaboragéo.
sdo consumidos, obviamente, sem tratamento
algum e por pessoas de todas as idades,
incluindo criangas, nas quais 0s processos
gastrintestinais sdo muito sérios, por mo-
tivos j4 bastante conhecidos.

A freqiiéncia de 7,0% de amostras con-
tendo cepas de S. aureus enterotoxigénicas
poderia ser interpretada como baixa. Deve-
-se levar em conta, porém, que apenas 40
padarias e confeitarias foram visitadas e
que cerca de 50,0% delas vendiam doces
cremosos positivos para S. aureus e destas
33,39 com cepas enterotoxigenas, ou seja,
17,5% do total visitado. Por outro lado,
o nimero desses estabelecimentos na cidade
de Sao Paulo é muito alto, sendo também
alto o numero de unidades desses produtos
vendidos diariamente.

Do exposto pode-se salientar que me-
didas de profilaxia da intoxicagio alimentar
estafilococica se fazem necessarias, envol-
vendo a educacdo sanitdria dos que mani-
pulam e comercializam este tipo de alimento,
0 que se constitui em tarefa dificil de ser
desenvolvida.

Dack 22 (1964) recomenda como medida
de profilaxia, além da educagio sanitdria
dos manipuladores, a conservagdo sob
refrigeracio dos produtos recheados com
creme ou reaquecimento desses produtos
apos o seu preparo, em temperaturas entre
190,6¢C e 218,3¢C por 30 min. Segundo esse
autor, os produtos reaquecidos mostram
apos esse ftratamento, apenas discretas
alteracdes de aspecto e sabor.

CONCLUSGES
1. Das 100 amostras de doces examinadas
38,09 foram positivas para S. aureus

e 7,0% continham cepas produtoras de
enterotoxina B, C ou D.
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Em alta proporcdo das 40 padarias e
confeitarias visitadas (52,59%) comer-
cializavam-se doces contaminados com
S. aureus e em 17,5%, doces com cepas
produtoras de enterotoxina estafiloco-
cica.

Do total de doces examinados, 7,0%
continham 105 ou mais de S. aureus
por grama, numero tido como limite a
partir do qual o alimento pode pro-
vocar intoxicacdo alimentar.

Das 38 amostras positivas para S.
aureus, 5(13,2%) continham cepas pro-
dutoras de enterotoxina estafilocécica do
tipo C, sendo este o predominante. Uma
(2,6%) apresentou cepas produtoras de
enterotoxina do tipo B e outra (2,6%)
do tipo D.

Das 76 cepas de S. aureus isoladas, um
alto porcentual (51,5%) nao se mostrou

sensivel a nenhum dos fagos do conjunto
basico internacional nem aos exeperi-
mentais e extras utilizados. Neste grupo
de cepas estdo incluidas as 9(11,8¢%)
produtoras de enterotoxina estafiloco-
cica.

Entre as cepas fagotipaveis houve pre-
dominancia das que foram lisadas por
fagos do grupo I isoladamente (21,2%)
ou em associacdo com fagos de outros
grupos (35,5%). Em segundo lugar
aparecem as cepas sensiveis a fagos do
grupo ndo classificado do conjunto
basico internacional ou em associagdo
(18,4%).

Cepas ndo tipaveis de S. aureus estavam
presentes em doces de 76,2% das pa-
darias e confeitarias em que houve
amostras positivas para essa bactéria.

IARJA, S.T.

the city of 8. Paulo, Brazil]. Rev.

[Enterotoxic Staphylococcus aureus in creamy sweets sold in bakeries in
Satide publ.,

8. Paulo, 15:321-37, 1981.

ABSTRACT: One hundred samples of creamy sweets were collected
from 40 bakeries 1n the city of S. Paulo (Brazil), for the determination of
Staphylococcus aureus counts per gram of food. After morphological and

biochemical
enterotoxin verified. Of the
Staphylococcus aureus.

samples

identification, phagetyping was performed and production of
collected 38.0%%
These samples came from 21
bakeries. Of those positive, 7.09 were positive for enterotoxin, 5.0%

were positive for
(52.5%) of the 40
for

type C, 1.0% type B, and 1.09 type D. Of the 76 strains of Staphylococcus

aureus isolated, 39
phagetypes.

(51.5%)
Of the remainder,

of positive establishments.

those
associated to other groups predominated
Strains not classified under known phagetypes were

could not be classified according to known
lysed by group I phages alone or

(21.29 and 35.5% respectively).

isolated from 76.29

UNITERMS: Staphylococcus aureus. Enterotoxins. Staphylococcal food
poisoning.
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